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摘要 本文 从 "下 丘脑 - 脑 垂体 -性 腺 2? 丙 方 面 ， 综 述 了 蛙 类 生殖 内 分 洛 学 研究 领域 所 取得 的 
主要 成 就 和 研究 进展 。 对 于 今后 的 工作 ， 从 理论 和 生产 方面 提出 了 一 些 看 法 。 
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主要 是 一 系列 激 娄 作用 的 结果 。 下 丘脑 分 洲 促 性 腺 激素 释放 激素 ， 激 发 脑 垂体 分 泌 促 性 腺 
沂 素 作用 于 性 腺 ， 并 促使 性 腺 分 泌 性 类 固 醇 沿 素 ， 以 促使 性 腺 发 育成 熟 与 排出 精子 和 卵子 
( 林 浩 然 ，1981)。 

蛙 类 在 将 椎 动物 的 进化 中 处 于 一 个 特殊 的 位 置 ， 对 其 生殖 内 分 泌 学 的 研究 ， 在 理论 上 
对 于 丰富 和 完善 比较 内 分 泌 学 研究 的 内 容 具 有 重要 意义 ， 在 生产 实践 中 ， 可 为 蛙 类 的 繁 
殖 、 资 源 保 护 与 利用 提供 理论 依据 。 蛙 类 生殖 内 分 泌 学 的 研究 主要 是 近 10 年 来 才 发 展 起 
来 的 ， 并 且 已 经 取得 了 一 定 的 成 就 ， 但是， 与 哺乳 类 和 鱼 类 相 比 ， 仍 有 不 少 差 虹 。 在 我 
国 。 除 胡 增 高 (1990) 报 道 过 黑 斑 蛙 第 殖 期 血浆 性 激素 衫 度 的 变化 外 ， 尚 少见 这 方面 研究 的 
其 他 报道 。 为 比 ， 本 文 主要 对 国外 学 者 在 这 方面 的 研究 进展 作 一 报道 ， 供 同仁 参考 。 


1 GnRH 的 种 类 、 分 布 及 功能 


对 不 同 种 类 的 状 椎 动物 的 研究 发 现 ， 促 性 腺 激素 释放 激素 (GnRH) 存 在 于 除 帖 讶 组 
(hagfish) A Sb AY Bt A HE SY AY (Sherwood, 1987), BAM AIL, EHD PO 
经 发 现 和 鉴定 出 了 9 种 GnRH 2 (Montero 等 ，1995)。 哪 种 ( 些 JGnRH 分 子 在 直接 再 
节 垂 体 促 性 腺 疝 素 (GtH) 分 谱 细 上 胞 的 功能 中 最 重要 ， 各 类 疹 椎 动物 不 完全 相同 。 要 漠 清 
GnRH 在 垂体 促 性 腺 功能 中 的 作用 。 除 了 可 以 直接 通过 生理 实验 来 确定 外 ，GnRH EB 
中 的 分 布 也 被 看 作 共 可 能 功能 的 证 据 ， 即 在 视 前 -下 丘脑 区 含量 最 高 的 那 种 GnRH， 被 认 
为 与 策 体 促 性 腺 功能 有 关 ; 而 分 布 于 其 他 脑 区 的 GnRH， 则 被 认为 在 中 概 神 经 系统 中 起 
神经 传递 或 神经 调节 的 作用 (Sherwood 等 ，1993)。 

在 蛙 类 ， 从 已 有 的 研究 结果 来 看 ，GnRH 的 种 类 、 分 布 及 其 在 垂体 促 性 腺 功能 中 的 
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作用 至 今 还 未 完全 弄 祖 楚 。 不 同 的 娃 类 ， 得 到 的 结果 不 尽 相 同 ， 即 使 在 同一 上 蛙 类 中 ， 有 的 


结果 也 并 不 完全 一 致 。 

Rivier 等 (1981) 用 生化 方法 对 牛蛙 (Rana catesaeiarna) 进 行 研究 ， 证 明 其 中 有 哺乳 类 
GnRH (mGnRH). Sherwood 等 (1986) 利 用 免疫 学 和 液 相 色 谱 (HPLC HRA, Fe SAS RECR. 
pipiens) 脑 中 存在 两 种 GnRH 分 子 ， 主 要 的 一 种 是 mGnRH， 另 一 种 可 能 是 鸡 卫 
~GnRH(cGnRH- fl). King 等 (1979) HEt NE (Xenopus jeeyi) 下 丘脑 中 存在 可 用 才 
射 免疫 测定 法 (RIA) 测 得 的 mGnRH， 且 在 生 区 季节 比 非 生殖 季节 高 ;1986 年 他 们 在 此 蛙 
中 还 发 现 有 cGnRH- 工 ; 1994 年 ， 他 们 的 研究 证 明 ，mGnRH 主要 存在 于 下 丘脑 中 ， 而 
cGnRH- 王 则 在 后 脑 和 中 脑 等 脑 的 其 余部 分 含量 较 高 。Sotowska-Brochocka 等 (1992a) 利 
用 mGnRH 抗体 征明 ， 在 林 蛙 (Rtemporaria) 垂 体 门 脉 区 血液 中 ，GnRH 含量 的 生理 学 
变化 与 下 丘脑 中 GnRH 的 免疫 细胞 化 学 的 改变 一 致 。 这 些 研究 结果 表明 ，mGnRH 可 能 
是 无 尾 两 栖 类 (特别 是 蛙 类 ) 主 要 的 垂体 功能 的 调节 者 。 

Conlon 等 (1993) 的 研究 证 明 ， 湖 蛙 (R. ridibunda) 中 有 mGnRH 和 cGnRH-Is 
mGnRH 大 部 分 局 限于 端 脑 ， 在 中 脑 只 发 现 有 cGnRH- Il M43, FER. RIAL PF 
Et, Eike mGnRH 神经 元 。Cariello 等 (1989) 利用 RIA 和 HPLC HA. 证明 食 
FARECR. esculenta) F EM p E Et GnRH (sGnRH) 和 cGnRH-f, Æ mGnRH。 后 
Æ, Fasano 等 (1993) 以 食用 峙 雄 蛙 为 研究 材料 ， 证 明 cGnRH- i Al sGnRH 在 整个 脑 中 
的 含量 随 着 生殖 周期 而 发 生 改 变 ， 他 们 结合 垂体 受 体 的 研究 得 出 结论 :“cGnRH- 开 很 明显 
起 着 促 垂 体 功 能 的 作用 ， 而 sGnRH 的 作用 有 待 进一步 闸 明 *”。 

Licht 等 (1994) (SLA BT APRA SRE, AEA AME, AAR RRR 
的 GnRH 抗体 和 HPLC 技术 对 脑 中 GnRH 多 肽 的 种 类 和 分 布 进行 研究 ， 这 也 是 首次 对 
这 些 肽 在 不 同 脑 区 和 血浆 中 的 分 布 进行 定量 研究 。 他 们 的 研究 结果 发 现 ， 在 这 3 种 峙 中 存 
在 的 都 是 mGnRH 和 cGnRH-. mGnRH 主要 分 布 于 视 前 -下 丘脑 区 cGnRH- I E 
要 分 布 于 端 脑 ， 且 是 小 脑 和 延 脑 中 唯一 的 GnRH 分 子 。 在 整个 脑 中 ，cGnRH- 开 的 含量 
tE mGnRH 高 1.5 一 2 傍 。 在 湖 蛙 和 食用 峙 的 下 丘脑 和 垂体 门 防 区 血液 中 都 有 mGnRH 和 
cGnRH- 开 存在 ， 他 们 认为 这 两 种 GnRH 分 子 可 能 都 参与 乘 体 媚 性 腺 活动 的 调节 ;在 脑 
的 某 些 部 分 ，cGnRH- 荆 很 可 能 起 神经 递 质 和 神经 调节 者 的 作用 。 这 些 研 究 结 果 与 前 人 
不 一 致 、 他 们 认为 这 可 能 与 实验 动物 的 来 源 、 人 性别、 年龄 、 生 理 状 态 和 研究 方法 的 不 同 及 
GnRH 的 降解 等 因素 有 关 。 


2 GtH 分 泌 的 调节 


两 栖 类 具有 一 个 发 育 比较 完善 的 下 丘脑 -垂体 门 脉 血管 系统 ， 与 其 他 痊 椎 动物 一 样 . 
垂体 的 促 性 腺 活动 受 下 丘脑 的 调节 。 药 蛙 脑 组 织 抽 提 沪 和 合成 的 促 黄 体 素 释 放 激 素 
(LH-RH) 能 刺激 离 体 肚 育 的 药 蛙 垂体 分 泌 GtH; 注射 合成 的 LH-RH FT i SCH HE 
SAFO ACE PE REPRE A pla regiio) 排 精 (Thornton 等 ，1974; Licht，1974)。 

分 离 提纯 研究 证 明 ， 牛 蛙 垂 体 中 存在 两 种 不 同 的 GtH 分 子 ， 生 物 学 和 生物 化 学 特性 
研究 表明 ， 此 两 种 激素 与 哺乳 类 的 卵泡 刺激 素 (FSH} 和 黄体 生成 素 (LH) 同 源 (Licht 等 ， 
1974; Papkoff #, 1976), Daniels 等 (1977) 对 此 两 种 激素 进行 了 免疫 化 学 特性 研究 ， 分 
别 得 到 了 特异 性 相当 高 的 FSH 和 LH 的 抗 血清 ， 并 建立 了 RIA， 从 而 为 蛙 类 GtH 的 定 
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量 测 定 及 生物 学 和 生物 化 学 赋 究 莫 定 了 基础 。 

电 损 伤 冬 根 林 蛙 下 丘脑 腹部 ， 导 致 排卵 ， 注射 GnRH 抗 血 清 则 抑制 排卵 (Sotowska 
一 Brochocka，1988)。 电 损伤 林 蛙 漏斗 腹 侧 核 的 后 部 ， 导 致 下 丘脑 - 重 体 区 血液 中 的 
GnRH 浓度 和 血浆 LH 含量 升 高 ， 并 加 速 排卵 过 程 。 脑 的 组 织 学 和 免疫 化 学 研究 显示 、 
在 处 于 冬眠 期 林 娃 的 正中 隆起 (ME) 中 ， 充 满 有 免疫 反应 的 GnRH (ir-GnRH) 物 质 ， 而 电 
损伤 了 的 排卵 蛙 ，ME 中 没有 ir-GnRH 物质 (Sotowska-Brochocka 等 、1992a)。 这 些 研 
究 结 果 提 示 ， 处 于 冬眠 期 的 蛙 、 在 下 丘脑 中 存在 一 种 GnRH 释放 的 抑制 作用 ， 阻 止 
GnRH ik, EREET ME 中 。 对 冬眠 林 蛙 的 研究 发 现 ， 多 巴 胺 起 着 GH 释放 的 抑制 
作用 (Sotowska-Brochocka 等 ，1994)。 峙 类 的 这 种 多 巴 胺 能 抑制 作用 和 鱼 类 及 哺乳 类 的 
相似 。 在 许多 鱼 类 中 存在 一 种 对 GnRH 和 GtH 分 泌 的 多 巴 胺 能 抑制 作用 (Yu 等 ， 
1992)。 在 哺乳 类 存在 一 个 既 有 抑制 成 分 又 有 刺激 成 分 的 复杂 的 多 巴 胺 能 控制 系统 
(Rasmussen, 1991), ATLA, GtH 分 族 的 多 巴 胺 能 抑制 作用 很 可 能 是 形 椎 动物 的 一 个 普遍 
的 特点 (Sotowska-Brochocka 等 、1994)。 

处 于 冬眠 前 半期 的 林 蛙 ， 血 奖 和 垂体 LH 的 含量 很 低 。 随 着 冬眠 的 进程 ， 垂 体 LH 上 
HAL 27 3， 而 大 部 分 肉 娃 的 血浆 LH 在 冬眠 的 最 后 几 周 随 着 排卵 的 临近 而 升 高 。 这 说 
明 ， 处 于 冬眠 期 的 蛙 ， 在 下 丘脑 -垂体 轴 的 抑制 作用 似乎 是 乏 汤 减弱 的 (Sotowska 
-Brochocka 等 ，1992b，1994)。 

在 体内 研究 表明 ， 和 牛 峙 垂体 对 短 时 间 注 射 GnRH 的 反应 存在 明显 的 性 别 差异 和 年 龄 
差异 。 从 血浆 FSH 和 LH 增高 所 需 的 GnRH 的 剂量 及 血浆 GtH 的 增高 幅度 来 看 ， 肉 性 
的 反应 比 友 性 的 反应 能 ， 在 FSH 的 产生 方面 ， 差 别 尤 为 突出 。 性 未 成 熟 的 娃 和 变态 不 久 
的 蛙 也 有 反应 ， 但 反应 比 成 蛙 弱 得 多 (Daniels 等 、1980; McCreery 等 ，1982)。 Licht 等 
(1983) 对 牛蛙 的 研究 发 现 ，GnRH 诱导 的 血浆 FSH 和 LH 的 增加 与 血浆 雄 沿 素 、178-- 肉 
二 醇 (E;) 或 孕 柄 (P4) 的 含量 设 有 关系 。 所 以 ， 他 们 认为 ， 在 牛 峙 垂体 对 短 时 间 GnRH 刺激 
的 反应 中 ， 卵 梨 类 固 醇 没 有 反馈 作用 ， 这 与 哺乳 类 不 同 。 然 而 ， 对 药 蛙 垂体 的 离 体 培养 研 
究 发 现 ，E, 在 通常 存在 于 血液 循环 中 的 浓度 下 ， 在 垂体 水 平 对 FSH 和 LH 的 分 溢 都 有 直 
接 的 抑制 作用 (Pavgi 等，1993)。 


3 性腺 发 育成 熟 的 调控 机 理 


由 于 蛙 类 雄性 个 体 都 能 较 好 地 正常 发 育成 熟 ， 所 以 ， 实 验 研究 多 以 肉 蛙 为 材料 。 在 两 
栖 类 ， 卵 泡 对 GH 的 刺激 起 反应 ， 产 生性 类 固 醇 汕 素 ， 调 节 卵 细胞 的 生长 和 成 熟 。E: 促 
进 卵 细胞 的 生长 ，P, 诱导 卵细胞 的 最 后 成 熟 (Schuetz，1985)。Ps 和 前 列 腺 素 F,,(PGF;,) 
可 能 与 蛙 的 排卵 有 关 (Wright，1961; Schuetz，1986)。 胡 增高 (1990) 对 黑 班 蛙 (R, nigro- 
macuiata) 的 研究 也 表明 ， 举 酮 (T) 影 响 精子 的 发 育 与 成 熟 ， 峻 沿 素 与 中 和 副 性 征 的 发 育 有 
关 。 

卵 梨 组 组 细胞 的 离 体 培 养 研究 表明 ， 黑 竹 蛙 性 腺 类 固 醇 的 生成 是 在 卵泡 璧 上 完成 的 。 
其 中 Pe 170-9 A 170-OHP,). ALADA E, 主要 在 卵泡 的 颗粒 细胞 中 合 
成 ， 而 诗 柄 则 主要 在 卵泡 的 膜 细 胞 中 合成 ，T 和 E 的 合成 需要 此 两 类 细胞 的 协同 完成 ( 见 
图 1)。 参 与 性 类 国 醇 合 成 的 本 有 许多 种 ，35- 羟 基 类 固 醇 脱 氨 酶 (36-HSD)、17a- 羟 化 醇 
(17a-hydroxylase), Cin, n-A RE C » lyase) F095 (CB (aromatase) BEAD 7A TE Ze PEL 
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细胞 层 较 高 ， 而 178-HSD 的 活性 在 膜 细胞 层 较 高 {Kwon $, 1994), 
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图 1 两 栖 类 卵泡 类 固 醇 形成 的 两 类 细胞 模型 


Fig.l Two-cell-type model for steroidogenesis in amphibian ovarian follicles 
AMPRARERR APSR, RARE SAO SMM. Reheat Rm see: 
点 线 第 头 表 示 很 少 的 合成 ( 引 自 Kwon $, 1994), (Granulosacells are responsible for synthesis of most 
steroids, while theca cells are involved only in converting androstenedione to testosterone. Arrows in the 
solid line indicate the major pathway and those in the dotted line indicate the minor pathway). 


FAS SERED ADA ORE HER, PSA ERT E;， 最 大 的 
那 泡 主要 产生 Pa， 而 大 小 介 于 它们 之 间 的 卵泡 主要 产生 T(Kwon F, 1991), BARRE 
EHER. duybowsk 让 不 同 冬 眠 时 期 的 卵泡 发 现 ， 类 固 醇 的 形成 在 冬 根 初期 以 T 为 主 ， 到 冬 
眠 晚期 以 Py 为 主 (Ahn 等 ，1993)。 进 一 步 的 研究 证 明 ， 这 种 改变 是 由 于 各 种 类 固 酵 形成 
的 相应 醇 类 的 活性 发 生变 化 的 半 果 (Kwon 等 ，1993)。Gobbetti 等 (1992) 证 明 ， 食 用 峙 血 
Z PGF,。 水 平 在 生殖 期 比 其 他 时 期 高 。 这 些 研究 结果 说 明 ，E:、T、P4 和 PGF;, 分 别 在 
何 时 产生 ，。 这 是 与 生殖 对 它们 的 需要 相 一 致 的 。 

用 屠 氏 时 卵巢 组 织 进 行 离 体 培养 研究 发 现 ，GtH 和 佛 波 酯 (TPA) 能 诱导 产生 PGF,,, 
进一步 诱导 卵细胞 的 成 熟 和 排放 。TPA 通过 话 化 蛋白 激酶 C(PKCO) 而 发 挥 作用 。PKC 能 
成 倍增 强 GH 和 类 固 醇 诱导 卵细胞 成 熟 和 排放 的 效果 。 在 卵巢 组 织 中 ，PKC 可 能 通过 刺 
PGF, 的 合成 来 调节 排卵 ， 也 可 能 直接 与 卵 梨 收缩 有 关 (Kwon 等 ，1992)。 外 源 性 的 
cAMP 明显 抑制 离 体 培养 的 卵巢 组 织 PGF, 的 产生 和 卵细胞 的 成 熟 与 排放 (Kwon 等 ， 
1986)。 这 种 情况 在 鱼 类 也 有 同样 的 报道 (Goetz %, 1985). ÆR, cAMP 可 能 直接 对 卵 
ERE, FRAGA, Wee GH 刺 沿 卵泡 类 固 醇 的 形成 有 调节 作用 (Kwon 
等 ,1986)。Gobbetti 等 (1991a,1991b,1992) 对 食用 蛙 进 行 了 系列 的 研究 ， 在 体 研究 发 现 ， 
mGoRH 样 多 及 能 诱导 血浆 PGF,, 水 平 升 高 ， 说 明 这 种 蛙 中 有 依赖 mGnRH 的 PGF, 分 
泌 组 织 存在 ; 进一步 的 研究 发 现 ，mGnRH 可 刺激 该 蛙 离 体 培 养 的 肾 间 组 织 产生 
PGF,。， 它 也 能 刺激 该 蛙 离 体 孵育 的 、 发 育 处 于 恢复 期 的 卵 梨 组 织 和 处 于 年 殖 期 的 给 旷 管 
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产生 PGF.,0 

以 上 研究 结果 说 明 ， 不 同 的 信号 传导 通道 (signal transduction pathway #25 T * 8 
醇和 前 列 腺 素 的 形成 。 

血浆 性 类 固 醇 结合 蛋白 (SSBP) 广 泛 存 在 于 痊 椎 动物 中 。 在 两 栖 类 存在 两 种 不 同 的 类 
辕 醉 运输 系统 ， 一 种 是 SSBP， 易 于 结合 E, 和 T; 另 一 种 是 皮质 酮 结合 蛋白 (CBP)， 结 合 
皮质 酮 和 Ps(Callard 等 ，1987)。SSBP 结合 峻 二 醇和 字 酮 的 亲和力 中 等 而 特异 性 强 。 
SSBP 的 浓度 在 生殖 期 发 生 改 变 ， 其 结合 容量 增加 ;而 当 血 液 性 类 固 醇 水 平 开始 下 降 时 ， 
SSBP 的 结合 容量 达到 最 太 ， 以 保证 有 充足 的 性 类 固 酵 传送 到 靶 器 官 (Paolucci 等 ， 
1994), SSBP 也 可 能 在 循环 系统 中 起 着 类 固 醇 储备 的 作用 (Callard 等 ，1987)。 总 之 ， 
SSBP 在 传送 性 激素 到 区 细胞 及 阻止 其 过 度 的 分 洲 和 (或) 在 肚 、 肾 和 其 他 组 织 中 代谢 等 方 
面 发 挥 着 积极 的 作用 (Pardridge，1988)。 


4 结语 


对 娃 类 生殖 内 分 泌 学 的 研究 尽管 取得 了 一 定 的 进展 ， 但 在 许多 方面 还 有 竺 进一步 深入 
研究 。 

在 GnRH 的 研究 方面 ， 至 今 还 没有 完全 和 弄 清楚 ，(1) 硅 类 存在 哪 两 种 主要 的 GnRH 
分 子 ? 是 mGnRH 和 cGnRH-I， 还 是 cGnRH- IF sGnRH? (2) 在 下 丘脑 中 ， 哪 种 
CE) GnRH 很 可 能 是 垂体 功能 的 调节 者 ? 是 mGnRH， 还 是 cGnRH-I， 还 是 两 者 都 
参与 ? (3) 在 同一 娃 属 中 已 经 发 现 了 多 种 GnRH 分 子 的 存在 ， 而 且 功 能 不 同 ， 如 此 大 的 
差异 我 们 应 该 怎样 从 系统 发 生 学 的 角度 作出 解释 ? (4) GnRH 在 调节 FSH 和 LH 产生 中 
的 作用 是 否 相同 ? 

在 GtH 的 分 洲 调 节 方 面 ， 多 集中 在 对 冬眠 蛙 进 行 研究 ， 对 处 于 非 冬 眼 期 的 性 腺 发 育 
期 、 人 性腺 退化 期 、 性 上 腺 成 就 期 等 其 他 各 期 硅 的 GtH 的 分 这 规律 和 调节 机 理 研 究 很 少 。 

已 有 的 研究 表明 ， 蛙 类 存在 GnRH 和 (或 )GtH 释放 的 多 巴 胺 能 抑制 作用 ， 但 其 作用 
部 位 和 作用 机 制 还 有 竺 深入 研究 。 随 着 分 子 生物 学 的 理论 和 技术 在 蛙 类 研究 中 的 广泛 应 
用 ， 如 疝 素 的 受 体 研究 和 基因 表达 的 研究 ， 蛙 类 生殖 内 分 泌 学 的 研究 将 得 到 更 快 的 发 展 。 

在 生产 实践 中 ， 处 于 自然 条 件 下 的 娃 的 产 卵 季节 较 长 { 约 3-47), MHRA 
般 要 经 历 1 一 3 个 月 ， 有 的 变 态 时 间 更 长 。 这 样 ， 在 秋冬 季节 ， 有 的 蜂 时 在 当年 不 能 变 
A. UREA HERA, CRAKS, AMMA TA, SKE, Rae i 
食 的 冬季 ， 许 多 个 体 因 耐 不 住 恶 几 的 气候 环境 而 死亡 ， 给 生产 造成 较 大 的 经 济 损失 。 那 
么 ， 能 否 把 娃 的 产 卵 季 节 控 制 在 较 短 的 时 间 内 完成 ? 有 竺 研究 。 同 时 ， 在 蛙 类 的 人 工 繁殖 
中 ， 至 今 还 没有 研制 出 合适 的 催产 剂 。 目 前 ， 许 多 蛙 场 所 使 用 的 催产 药物 和 催产 剂量 都 是 
参照 鱼 类 和 兽 类 的 ， 常 常 由 于 惟 产 药物 和 人 届 产 剂量 使 用 不 当 而 造成 流产 或 疏 产 失败 ， 也 造 
成 了 较 大 的 经 济 损失 。 此 外 ， 许 多 峙 类 既是 美味 食品 又 是 捕食 农业 害虫 的 能 手 ， 但 如 何 增 
殖 、 保 护 和 利用 蛙 类 资源 尚未 引起 人 们 的 重视 。 特 别 是 大 量 使 用 农药 给 环境 水 资源 和 和 粮食 
蔬菜 等 造成 严重 污染 ， 如 果 利 用 硅 类 捕食 害虫 ， 既 卫生 经 济 又 有 利于 保护 生态 环境 。 所 以 
有 关 政 府 部 门 应 引起 重视 ， 加 大 这 方面 的 宜 传 力度 和 科研 投入 。 
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ENDOCRINE REGULATION OF THE FROG 
HYPOTHALAMUS-—PITUITARY—GONAD AXIS 
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Abstract 


This paper reviewed the recent researches on the endocrine regulation of reproduction in 
frog by the hypothalamus—pituitary—gonad axis: and proposed some respectives for the fu- 
ture research in this field from theory and its application. 
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